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摘要 
Axin作为一个多功能的构架蛋白，参与调节 Wnt，AMPK，mTOR，JNK和 P53
等多种信号通路，对维持细胞物质和能量代谢的平衡有重要作用。Axin全身敲
除致死，目前人们对 Axin在组织和器官水平中所扮演的角色了解的并不多。我
们成功构建了肝脏特异性敲除 Axin基因的小鼠，肝脏是机体最大的解毒器官同
时也是物质代谢的核心场所，其正常运作对维持健康至关重要。 
过量服用对乙酰氨基酚会诱发急性肝损伤，这是因为毒性代谢物耗竭谷胱甘
肽后会直接攻击肝细胞，同时启动各种应激途径进而导致细胞死亡，其中 JNK
信号通路的激活是最重要的肝毒性机制之一。在本课题中，我们发现 Axin能帮
助抵抗对乙酰氨基酚过量诱发的肝损害并发现这一作用与谷胱甘肽的合成和
JNK的激活有关。Axin能通过提高肝脏谷氨酸的水平和谷氨酸半胱氨酸连接酶的
活性来促进合成谷胱甘肽。对肝脏特异性敲除 Axin的小鼠给予对乙酰氨基酚过
量处理，由于底物匮乏和限速酶被抑制促使 GSH合成障碍，加剧细胞氧化损伤并
进一步激活 JNK，最终导致肝损伤甚至死亡。  
目前临床上用于对乙酰氨基酚肝中毒的治疗手段仍然十分有限，我们的研究
结果提供了一个新的临床治疗靶标。另外，我们发现仅仅肝脏特异性敲除 Axin，
就能改变包括谷氨酸在内的多种氨基酸的水平，现在对于 Axin在代谢方面的了
解仍十分有限，我们的研究为 Axin在机体代谢调控的研究提供出了一个很好的
突破口，这对充分认识 Axin的生物学功能具有重要意义。 
 
关键词：Axin,对乙酰氨基酚，谷胱甘肽 
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ABSTRACT 
Axin1, a multifunctional scaffold protein, plays a crucial role in cell metabolic 
homeostasis as it regulates multiple signaling pathways including Wnt，AMPK, 
mTOR, JNK, P53 pathways, etc. Whole-body deletion of Axin1 in mice is lethal, 
which prevents further study of its physiological role in mammals. As liver is the 
center for metabolic regulation, we construct an Axin1 liver knock-out mice model to 
investigate its physiological role in the liver. 
 
It has been reported that acetaminophen (APAP) leading to liver injury results from 
the depletion of glutathione by toxic metabolite which directly attacks the hepatic 
cells. Moreover, it activates a variety of cell responses contributing to APAP-induced 
hepatotoxicity, partly through activating the c-Jun N-terminal kinase (JNK). In our 
study, we found that Axin1 protects the liver against acetaminophen-induced damage 
and this effect is associated with glutathione synthesis and JNK pathway. Specifically, 
Axin1 facilitates glutathione synthesis by increasing the level of GSH substrate 
glutamate and the activity of glutamate cysteine ligase, the rate limiting enzyme for 
GSH synthesis. When administrating Axin1 liver knock-out mice with overdose APAP, 
GSH deficiency occurs and JNK is activated by increased oxidative stress, which can 
further amplify cell damage and ultimately result in liver injury and even death in 
these mice.  
 
In all, our finding provides a potential target for development of drugs to prevent and 
treat APAP-associated toxicities, which is currently still limited. In addition, our 
research could also be inspiring for further understanding of the physiological and 
pathophysiological roles of Axin1 in metabolic regulation. 
 
Key Words:  Axin; Acetaminophen ; Glutathione
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第一章． 前言 
1.1 构架蛋白 Axin 
1.1.1 简介 
Axin（Axis formation inhibitor）即体轴发育抑制因子，同时也作为抑癌
因子普遍存在于生物体内。Axin 是鼠基因 fused 的表达产物，在蛙胚胎中过量
表达 Axin 会抑制背部体轴的形成，而 fused 纯合突变的小鼠在胚胎发育过程中
会出现双体轴，最具特点的是胚胎出现双头双尾畸形，这些研究表明 fused基因
调控动物胚胎发育时正常体轴的形成[1]。经典的 Wnt 信号通路在哺乳动物和两
栖类的胚轴形成早期起着关键的调控作用[1]，Axin 可通过促进细胞中β
-catenin的蛋白降解，抑制 Wnt信号通路从而对体轴发育发挥负调控作用[2-7]。
发现这些功能后，为了和与之不相关的果蝇同名基因 fused相互区别，故将哺乳
动物的 fused基因重新命名为 Axin (axis inhibition)。 Axin是一种具有一系
列不同结构域的构架蛋白，能够在不同的信号转导途径中与重要蛋白相互作用执
行多种功能。随着研究的深入，Axin已经被发现在 Wnt，AMPK，JNK，TGFβ，P53
等信号通路中和种类繁多的蛋白分子相互作用，通过对不同信号的调节，Axin
参与调控细胞命运，胚胎发育，糖代谢和抑制肿瘤发生等过程[8-11]。 
 
1.1.2 Axin 基因 
 Axin在许多生物体内都有表达，目前已知 Axin有两个同源异构体，Axin1
（也称 Axin）[3]和 Axin同源物 Axil（Axin-like，也称 Axin2、conductin）
[12, 13]，基因分别定位于人染色体 16q13-3 和 17q23-24处。Axin1在各个组
织中普遍表达[1]，Axin2的表达则具有时间和组织特异性。Axin1丰富存在于细
胞质中，但在很多癌组织中会异位分布于细胞核或细胞膜上[14]。Axin2在正常
组织细胞中绝大部分分布于细胞核，但在息肉和肿瘤细胞中会部分转移到细胞质
中[15]。Axin1和 Axin2有 44%的同源相似性[12]，都能结合 glycogen synthase 
kinase-3β（GSK-3β）和β-catenin，从而抑制 Wnt信号的持续时间和强度。
不同之处在于，Axin1是正常情况下维持β-catenin低浓度的重要负调控因子，
Axin2则是响应上升的β-catenin水平而提高表达量[13, 16]。从果蝇到爪蟾、
鸡、小鼠、大鼠到人类，Axin基因序列和磷酸化位点都是高度保守的[1,3]。 
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1.1.3 Axin 的生物学功能 
Axin是多种信号转导通路中的构架蛋白，是一个重要的多功能调节蛋白，
它在组织中的广泛表达与它在发育和肿瘤发生中重要的调控作用是相对应的。目
前的研究已经发现，Axin具有一系列蛋白质结合位点，作为支架蛋白发挥多种
生物学功能，目前已至少发现 19种能 Axin相互作用的蛋白质[8]（如图 1.1所
示）。 
 
图 1. 1 Axin 相互作用的蛋白 
Figure 1.1 Axin-interacting proteins 
资料来源: Luo W, Lin SC, Neurosignals 2004, 13(3):99-113. 
 
1.1.3.1 Axin 对体轴发育的调控 
Axin是在克隆小鼠天然突变基因 fused时被发现的[1],fused基因突变是
一种显性突变，会出现两个神经管而导致尾巴分叉，或者出现颈椎骨不对称的闭
合造成尾巴卷曲或变短[17]。许多 fused纯合突变的小鼠在胚胎发育过程中会出
现双体轴[18, 19]，提示 Axin通常在体轴诱导信号中起负调节作用。大多数爪
蟾胚胎被注射 Axin后，会表现出严重的体轴缺陷[1, 20]。进一步研究发现，共
表达 Axin能抑制由 Wnt、GSK-3β和 Dishevelled（Dvl或 DSH）诱导的第二背部
体轴的形成，但对于由β-catenin、Siamois或 Noggin引起的第二背轴的形成，
Axin并无抑制作用[1, 20]。这些结果提示 Axin是通过特异性抑制 Wnt信号通
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路来实现其在体轴发育过程的调节功能。 
 
1.1.3.2 Axin 在 Wnt 信号通路中的作用 
Wnt信号转导通路在进化中高度保守，普遍存在于脊椎动物和无脊椎动物
中，可以调节细胞的增殖、分化及死亡，在维持机体正常生长和代谢等方面发挥
重要作用。因此，Wnt信号通路自然成为了科学家们关注的焦点，该通路的失控
被认为与肥胖、糖尿病和癌症等人类疾病的发生密切相关。 
经典的 Wnt信号通路包括 Dvl受体家族的激活及β-catenin在细胞核中水
平上调。主要过程为：分泌型 Wnt蛋白作用于细胞表面受体 Frizzled家族进而
激活 Dvl，激活的 Dvl可以抑制其下游蛋白质复合物 Axin/GSK-3β/APC
（adenomatous polyposis coli）的形成。Axin是 Wnt通路中的核心负调控因
子，通过自身一系列不同的功能位点，与 GSK-3β，APC和β-catenin相互作用
构成蛋白复合体，促进 GSK-3β对β-catenin 的磷酸化继而使其进入泛素化蛋白
降解途径；Wnt信号的激活可以抑制β-catenin “蛋白降解复合体”的形成，
β-catenin不再进入降解途径而是转移到细胞核内，与 TCF/LEF转录因子家族
相互作用从而激活特定基因的转录表达[1-8, 13, 15]。 
 
1.1.3.3 Axin 作为肿瘤抑制因子 
     现在的研究发现致癌性突变可引起 Wnt 信号持续活化，从而导致细胞的异
常增殖[21]。Wnt信号通路对肿瘤的发生具有重要作用，把它作为治疗靶点的研
究已经成为人类肿瘤治疗的重要方向。基于 Axin负调控 Wnt信号通路的能力，
它被视为一种肿瘤抑制因子。一系列在爪蟾、果蝇和哺乳动物细胞中的体外和体
内实验表明，Axin促进了 GSK-3β对β-catenin和 APC的磷酸化，是下调β
-catenin水平的中心分子[2, 3, 5-7]。利用单链构象多态性分析，发现 Axin
突变在肿瘤中是普遍存在的，在结肠癌，乳腺癌，肝癌，食道鳞片细胞癌等肿瘤
中都有发现 Axin基因的多个突变。研究表明这其中的一些突变破坏了 Axin与
GSK-3β或 Axin与β-catenin的相互作用，使 Axin失去对 Wnt信号通路的负调
控能力[14, 22, 23]。 
1.1.3.4 Axin 诱导细胞凋亡 
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在存在 Axin基因突变和β-catenin高表达的肝癌及结肠癌细胞中引入野生
型的 Axin可以促使细胞发生凋亡，而在 CHO 细胞和 PC12细胞中过量表达 Axin
也可以导致细胞凋亡。一般认为，Axin介导的细胞凋亡与 Wnt信号通路的抑制
和 JNK信号通路的激活有关[24]。 
p53是肿瘤抑制因子，也是人类恶性肿瘤中最常见的突变基因。正常的 p53
能修复 DNA损伤，明显抑制细胞的生长，属于抑癌基因。一旦 p53基因突变或丢
失，便会失去对细胞生长的抑制作用，转而促进细胞转化和过度增殖，诱发肿瘤。
研究发现在 p53诱导细胞凋亡的过程中，Axin 起着关键的桥梁作用，其可作为
构架蛋白整合多种调节因子，组装 p53活化复合体调节 p53的转录活性。Axin
与 p53的上游激酶 HIPK2相互作用，解除 HIPK2的自我抑制，激活 HIPK2进而使
p53的磷酸化增加，以此诱导细胞凋亡[25]。此外，Axin还可以与死亡相关蛋白
（Daxx,death-associated protein）相互作用，并以此促进 HIPK2磷酸化 p53
增强凋亡[26]。更有趣的是，当以不同强度的紫外辐射诱导细胞产生不同程度的
损伤，Axin，p53，Pirh2，HIPK2和 Tip60可以彼此结合形成不同的蛋白复合体，
或抑制或激活 p53，促进细胞存活或诱导细胞凋亡[10]。 
 
1.1.3.5 Axin 对 mTOR 信号通路的调控 
哺乳动物雷帕霉素蛋白（mTOR，mammalian target of rapamycin）是一种
进化保守的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，作为细胞的营养感应和能力调节因子，它
能接收并整合来自于营养、能量、细胞因子和环境刺激等多种细胞内外信号，进
而调控其下游的信号通路，以此应对环境变化，调控细胞的新陈代谢，细胞生长
和细胞存活[27]。 
mTORC1信号通路的失常与诸多人类疾病的发生有密切的相关性，是现今肥
胖和二型糖尿病等代谢性疾病以及肿瘤治疗的重要研究靶点。mTOR属于磷脂酰
肌醇激酶相关激酶（PI3K）蛋白家族，有两个催化复合体：mTOR1和 mTOR2。研
究发现 mTOR上游分子 TSC1 / TSC2可以与 GSK-3β和 Axin相互作用，促进β
-catenin发生降解，抑制 Wnt信号刺激下相关基因的转录[28]。之后又有研究
表明，Axin能够抑制 S6K 第 389位苏氨酸的磷酸化，抑制 mTOR信号通路。此外，
GSK-3β可以磷酸化 TSC2从而抑制 mTOR的活性[29]。在 Wnt信号刺激下，GSK-3
β被抑制，TSC2和 GSK-3β以及 Axin的相互作用减弱，GSK-3β对 mTOR的抑制
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被解除[28, 29]。 
 
1.1.3.6 Axin 对 AMPK 信号通路的调控 
AMP激活的蛋白激酶（AMPK，AMP-activated protein kinase）也是细胞中
维持代谢平衡的重要能力感应调节器，与 mTOR不同的是，能量缺乏或其他因素
可以通过提高细胞内 AMP的浓度或 AMP与 ATP 的比值，促进 AMPK的激活。激活
后的 AMPK可以关闭合成代谢通路来减少能量的消耗，如抑制糖原、脂肪酸和蛋
白质的合成；同时可以开启分解代谢通路来增加 ATP的生成，如促进糖酵解和脂
肪酸氧化。另外，AMPK还借助于诸多细胞因子和激素的参与来维持细胞能量的
平衡，这主要是对机体的能量摄入和能量消耗进行调节[30]。鉴于 AMPK在代谢
调节中的重要作用，它也成为众多代谢疾病如肥胖、糖尿病、肿瘤以及心脑血管
疾病等的重要治疗靶点。 
Axin作为构架蛋白，可以增强 AMPK与其上游激酶 LKB1的结合并促进 LKB1
对 AMPK的激活。在能量充足的状态下，AMPKα亚基的自抑制结构域抑制了 AMPK
的磷酸化，使其处于非激活状态；当细胞中能量不足或 AMP浓度上升，AMP作为
能量缺乏因子与豆蔻酰化的 AMPK结合，改变了 AMPK的构象，增强了 AMPK对 Axin
的亲和力。LKB1/Axin/AMPK蛋白复合体的组装拉近了 AMPK与原本结合在 Axin
上的 LKB1的距离，增强两者的结合，促进 LKB1对 AMPK的磷酸化和激活[9]。 
 
1.1.4 Axin 自身和定位的调控 
Axin 自身也被高度调控，这主要通过磷酸化和胞内位置的改变来实现的。
Axin能被 GSK-3β磷酸化，磷酸化的 Axin比未磷酸化的 Axin更为稳定[31]。Wnt
信号能诱导 Axin的去磷酸化，使 Axin结合β-catenin的能力降低[31, 32]。
另外，有研究表明，Wnt信号促进低密度脂蛋白受体蛋白（LRP）和 Wnt受体
Frizzled蛋白结合，继而促使 Axin 与 LRP的胞内结构域相互结合并汇聚于细胞
膜上，重定位至质膜上的 Axin最终通过某种机制被降解，从而致使β-catenin
的信号得到促进[33]。 
关于 Axin的细胞定位，在曾经比较长的时间里，人们一直认为 Axin是胞质
蛋白。后来有报导称 Axin虽然稳定存在于胞质中，但实际上它是可以穿梭于核
内外的[34]。当用一种 CRM1介导的出核通路特异性抑制剂处理细胞时，可以导
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